慢性骨髓增殖性肿瘤（MPN）是一组发生在造血干细胞水平的异质性疾病，是由一系或多系分化相对成熟的骨髓细胞不断克隆性增殖所导致的一组肿瘤性疾病的统称。2008年WHO分类将MPN分为两大类8种疾病：①经典型MPN：包括慢性髓性白血病（CML）、真性红细胞增多症（PV）、原发性血小板增多症（ET）及原发性骨髓纤维化（PMF）；②非经典型MPN：包括慢性中性粒细胞白血病（CNL）、非特指型慢性嗜酸性粒细胞白血病（CEL-NOS）、肥大细胞增多症（SM）及骨髓增殖性肿瘤-未分类型（MPN-U）[@b1]。其中PV、ET及PMF统称为Ph阴性MPN。随着JAK2V617F、JAK2基因12号外显子、MPL及CALR等基因突变的发现，MPN的发病机制陆续被揭示，MPN的诊断及靶向治疗也进入了全新时期[@b2]--[@b4]。本研究对1 648例Ph阴性MPN患者的临床资料进行了回顾性分析，比较JAK2V617F、JAK2基因12号外显子、MPL及CALR基因突变以及未检出以上基因突变患者临床和实验室特征的差异。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：2009年7月1日至2015年12月30日于苏州大学附属第一医院门诊及住院治疗的Ph阴性MPN患者1 648例，其中PV患者508例、ET患者1 049例、PMF患者91例。

2．JAK2、CALR及MPL基因突变检测：用PCR方法扩增JAK2基因12和14号外显子、CALR基因9号外显子和MPL基因10号外显子。PCR产物经消减、测序反应、纯化后，使用ABI-3730型基因分析仪进行分析。

3．染色体核型分析：采用常规R显带技术进行核型分析。

4．统计学处理：结果均采用SPSS 19.0软件分析。计数资料采用卡方检验或Fisher确切概率法，计量资料采用Mann-Whitney *U*检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：全部1 648例Ph阴性MPN患者中，男799例，女848例，中位发病年龄60（3\~95）岁，40\~79岁者占80.1%（1 320/1 648）。PV 508例（30.8%），ET 1 049例（63.7%），PMF 91例（5.5%）。

2．基因突变分析：全部1 648例MPN患者中，JAK2V617F突变阳性患者共1 364例（82.8%），PV、ET、PMF患者JAK2V617F突变的检出率分别为92.7%（471/508）、78.1%（819/1 049）、81.3%（74/91）。JAK2基因12号外显子突变阳性9例（1.7%），均为PV患者，主要突变类型为K539L（3例）、N542_E543del（2例）。CALR基因第9号外显子突变阳性143例（8.7%），仅见于ET及PMF患者，检出率分别为12.6%（132/1 049）和12.1%（11/91），主要突变类型：c.1092_1143del（Ⅰ型）（69例），c.1154_1155insTTGTC（Ⅱ型）（38例）。MPL基因第10号外显子突变阳性患者10例（0.6%），仅见于ET及PMF患者，检出率分别为0.8%（9/1 049）及1.1%（1/91），突变类型包括W515K（4例）、W515L（2例）、W515R（2例）、W515A（1例）、S505N（1例）。未检测到两种及以上基因突变共存。ET患者中CALR基因9号外显子突变检出率为12.6%（132/1 049），其中JAK2及MPL突变阴性患者CALR突变的检出率为59.7%（132/221），包括Ⅰ型（c.1092_1143del52bp）62例（46.9%）、Ⅱ型（c.1154_1155insTTGTC）34例（25.8%）等17种类型。91例PMF患者中11例（12.1%）检出CALR基因突变，其中JAK2及MPL突变阴性PMF患者的CALR基因突变检出率为68.8%（11/16），包括Ⅰ型7例（63.6%）、Ⅱ型4例（36.4%）。详见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 1 648例Ph阴性慢性骨髓增殖性肿瘤（MPN）患者基因突变情况\[例（%）\]

  组别                 例数    JAK2V617F突变   JAK2基因12号外显子突变   CALR基因9号外显子突变   MPL基因10号外显子突变   突变阴性
  -------------------- ------- --------------- ------------------------ ----------------------- ----------------------- -----------
  真性红细胞增多症     508     471（92.7）     9（1.7）                 0（0）                  0（0）                  28（5.5）
  原发性血小板增多症   1 049   819（78.1）     0（0）                   132（12.6）             9（0.8）                89（8.5）
  原发性骨髓纤维化     91      74（81.3）      0（0）                   11（12.1）              1（1.1）                5（5.5）

3．MPN患者基因突变与发病年龄的相关性：JAK2V617F突变阳性组中位年龄\[61（15\~95）岁\]高于JAK2 12号外显子突变阳性组\[49（33\~62）岁\]、CALR突变阳性组\[57（17\~89）岁\]及JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组\[42（3\~78）岁\]，差异均有统计学意义（*z*=−2.396，*P*=0.017；*z*=−3.437，*P*=0.001；*z*=−11.284，*P*\<0.001），与MPL突变阳性组\[59（22\~71）岁\]比较差异无统计学意义（*z*=−1.681，*P*=0.093）。

4．MPN患者基因突变与外周血细胞计数的相关性：①PV组：与JAK2基因12号外显子突变阳性及三种基因突变均阴性患者相比，JAK2V617F突变阳性患者具有更高的白细胞计数（*z*=−2.687，*P*=0.007；*z*=−4.996，*P*\<0.001）和更高的血小板计数（*z*=−2.909，*P*=0.004；*z*=−5.092，*P*\<0.001），血红蛋白浓度差异无统计学意义（*P*值均\>0.05）；JAK2基因12号外显子突变及三种基因突变均阴性患者血细胞计数差异无统计学意义（*P*\<0.05）。详见[表2](#t02){ref-type="table"}。②ET组：与CALR突变阳性组比较，JAK2V617F突变阳性组具有更高的外周血白细胞计数、血红蛋白浓度及较低的血小板计数（*z*值分别为−5.149、−5.166、−3.852，*P*值均\<0.001）；与MPL突变阳性组患者相比，JAK2V617F突变阳性组仅表现为外周血白细胞计数增高（*z*=−2.481，*P*=0.013）；与JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性的ET患者相比，JAK2V617F突变阳性患者白细胞计数及血红蛋白浓度增高（*z*=−4.760，*P*\<0.001；*z*=−2.953，*P*=0.003），血小板计数差异无统计学意义（*P*值均\<0.05）；CALR基因突变阳性组血小板计数高于JAK2V617F突变阳性组及JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组（*z*=−3.852，*P*\<0.001；*z*=−3.444，*P*=0.001）。详见[表3](#t03){ref-type="table"}。③PMF组：JAK2V617F突变阳性组血红蛋白浓度高于CALR突变阳性组（*z*=−2.392，*P*=0.017），血小板计数低于CALR突变组（*z*=−2.455，*P*=0.014），白细胞计数差异无统计学意义（*P*\<0.05）；JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组血红蛋白浓度低于JAK2V617F突变阳性组（*z*=−2.726，*P*=0.006）；JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组与CALR突变阳性组在外周血细胞计数方面差异无统计学意义（*P*\<0.05）。详见[表4](#t04){ref-type="table"}。

###### 不同基因突变类型真性红细胞增多症患者的临床特征\[*M*（范围）\]

  组别                            例数（男/女）   年龄（岁）          WBC（×10^9^/L）       HGB（g/L）          PLT（×10^9^/L）
  ------------------------------- --------------- ------------------- --------------------- ------------------- ---------------------
  JAK2V617F突变                   225/246         61（22\~88）        14.4（3.3\~57.0）     194（153\~277）     436（61\~1574）
  JAK2基因12号外显子突变          5/4             52（33\~62）^a^     7.4（5.2\~11.6）^a^   217.5（180\~230）   157（109\~256）^a^
  JAK2、CALR、MPL基因突变均阴性   24/4 ^a^        41.5（18\~67）^a^   6.9（3.5\~12.4）^a^   188（176\~205）     187.5（92\~241）^a^

注：^a^与JAK2V617F突变组比较，*P*\<0.05

###### 不同基因突变类型原发性血小板增多症患者的临床特征\[*M*（范围）\]

  组别                            例数（男/女）   年龄（岁）        WBC（×10^9^/L）       HGB（g/L）            PLT（×10^9^/L）
  ------------------------------- --------------- ----------------- --------------------- --------------------- ----------------------
  JAK2V617F突变                   386/433         62（15\~95）      12.2（3.0\~77.4）     138（52\~204）        800（198\~3 730）
  CALR基因9号外显子突变           58/74           56（17\~89）^a^   9.1（3.6\~44.7）^a^   123（73\~170）^a^     966（400\~2 069）^a^
  MPL基因10号外显子突变           6/3             58（22\~71）      8.8（5.4\~12.3）^a^   133（126\~152）       965（416\~1 268）
  JAK2、CALR、MPL基因突变均阴性   44/45           39（3\~80）^ab^   9.0（2.7\~20.7）^a^   127.5（79\~165）^a^   703（384\~2 022）^b^

注：与JAK2V617F突变组比较，^a^*P*\<0.05；与CALR 9号外显子突变组比较，^b^*P*\<0.05

###### 不同基因突变类型原发性骨髓纤维化患者的临床特征\[*M*（范围）\]

  组别                            例数（男/女）   年龄（岁）       WBC（×10^9^/L）        HGB（g/L）         PLT（×10^9^/L）
  ------------------------------- --------------- ---------------- ---------------------- ------------------ ---------------------
  JAK2V617F突变                   41/33           59（20\~78）     11.66（2.00\~97.10）   91（51\~149）      161（20\~974）
  CALR基因9号外显子突变           7/4             60.5（45\~77）   15.60（3.41\~60.35）   58（44\~107）^a^   480（24\~1 566）^a^
  JAK2、CALR、MPL基因突变均阴性   3/2             45（40\~58）     11.74（5.94\~18.99）   58（40\~70）^a^    546（35\~606）

注：与JAK2V617F突变组比较，^a^*P*\<0.05

5．Ph阴性MPN患者基因突变与细胞遗传学分析：1 160例患者进行了有效染色体核型分析，共检出核型异常患者88例。CALR基因突变阳性、阴性患者异常核型检出率差异无统计学意义\[9.8%（8/82）对7.4%（80/1 078），*χ*^2^=0.593，*P*=0.441\]。JAK2V617F突变阳性与阴性患者异常核型检出率差异无统计学意义\[7.7%（75/971）对6.9%（13/189），*χ*^2^=0.161，*P*=0.688\]。7例JAK2基因12号外显子突变阳性及6例MPL基因突变阳性患者均未检出异常核型。其中，CALR基因突变阳性组异常核型检出率与JAK2V617F突变阳性组差异无统计学意义\[9.8%（8/82）对7.7%（75/971），*χ*^2^=0.430，*P*=0.512\]。本组病例常见的核型异常为+9、20q−及复杂核型，其中+9及+8异常仅见于JAK2V617F突变阳性组。突变阴性的MPN患者核型异常检出率为5.3%（5/94）。详见[表5](#t05){ref-type="table"}。

###### 1 160例Ph阴性慢性骨髓增殖性肿瘤（MPN）患者染色体核型分析结果

  组别                  异常核型\[阳性例数/检测例数（%）\]   三体9及9号异常（例）   三体8及8号异常（例）   1号异常（例）   18号异常（例）   13q−及13号异常（例）   20q−（例）   5q−（例）   −7/7q−（例）   −Y（例）   复杂核型（例）   其他异常（例）
  --------------------- ------------------------------------ ---------------------- ---------------------- --------------- ---------------- ---------------------- ------------ ----------- -------------- ---------- ---------------- ----------------
  MPN亚型                                                                                                                                                                                                                              
   PV                   17/381（4.5）                        4                      1                      2               2                0                      1            1           2              1          1                2
   ET                   54/724（7.5）                        7                      2                      3               4                0                      7            3           3              8          5                12
   PMF                  17/55（30.9）                        0                      0                      1               0                3                      3            0           0              1          7                2
  基因突变                                                                                                                                                                                                                             
   JAK2V617F            75/971（7.7）                        11                     3                      5               4                4                      10           3           4              9          11               11
   JAK2基因12号外显子   0/7（0）                             0                      0                      0               0                0                      0            0           0              0          0                0
   CALR基因9号外显子    8/82（9.8）                          0                      0                      0               1                2                      1            1           0              1          1                1
   MPL基因10号外显子    0/6（0）                             0                      0                      0               0                0                      0            0           0              0          0                0
   阴性                 5/94（5.3）                          0                      0                      1               1                0                      0            0           1              0          1                1

注：PV：真性红细胞增多症；ET：原发性血小板增多症；PMF：原发性骨髓纤维化

讨论 {#s3}
====

MPN是一组起源于造血干细胞、以一系或多系分化相对成熟的骨髓细胞克隆性增殖为特点的一组肿瘤性疾病。在欧美国家，PV、ET、PMF的年发病率分别为（0.8\~2.6）/10万、（0.2\~2.5）/10万、（0.4\~1.5）/10万，中位发病年龄为60岁[@b5]--[@b6]。上述疾病在我国尚无可靠的流行病学资料。本组Ph阴性慢性MPN患者以ET为主，其次为PV，PMF患者较少；中位发病年龄为60（3\~95）岁，与西方国家既往报道一致。

本研究中，JAK2V617F突变检出率最高，其次为CALR基因第9号外显子突变，JAK2基因第12号外显子突变及MPL基因第10号外显子突变相对少见。国外研究表明，JAK2V617F基因突变在PV、ET、PMF患者的检出率分别为65%\~97%、23%\~57%、35%\~57%[@b4]--[@b5]。本组PV、ET、PMF患者JAK2V617F突变检出率分别为92.7%、78.1%、81.3%，PV患者JAK2V617F突变检出率与文献[@b2],[@b7]--[@b10]结果基本一致，而ET及PMF患者JAK2V617F突变检出率高于国外报道[@b8]--[@b11]，考虑与以下原因有关：①早期PV患者与ET难以鉴别，另外PV及ET患者可能进展为骨髓纤维化，这部分患者可能被诊断为PMF而导致JAK2V617F突变检出率增高；②病例数较少，尤其是入组的PMF患者例数较少；③人种及地区差异。

本组ET及PMF患者CALR基因9号外显子突变检出率分别为12.6%（132/1 049）、12.1%（11/91），在JAK2V617F突变及MPL突变均阴性的ET和PMF患者中CALR突变检出率分别为59.7%（132/221）、68.8%（11/16），与文献[@b4],[@b12]基本一致，总体检出率较低考虑与突变检测的方法相关。既往Baxer等[@b2]认为超过40%的细胞有杂合子突变时测序法才能检测到突变的基因，而MPN患者外周血只有部分细胞来源于恶性祖细胞，故测序法可能低估了突变携带者的比例。本研究ET患者检出的CALR突变包括17种类型，其中Ⅰ型（c.1092_1143del52bp）占46.9%（62/132），Ⅱ型（c.1154_1155insTTGTC）占25.8%（34/132），其他类型占27.3%（36/132）；而PMF患者中Ⅰ型CALR突变占63.6%，Ⅱ型占36.4%，发生比例与文献[@b13]报道一致。既往报道显示PMF患者Ⅰ型CALR基因突变检出率高于ET患者（75%对48%，*P*\<0.001）[@b13]，但本研究未发现此差异，结合既往中国其他中心的报道[@b14]--[@b15]，考虑可能与入组病例数量较少及人种差异有关。JAK2基因12号外显子突变及MPL突变检出率较低，突变类型与文献[@b16]--[@b19]结果一致。

本组病例中，JAK2V617F突变阳性组中位年龄\[61（22\~88）岁\]高于JAK2 12号外显子突变阳性组\[49（33\~62）岁\]、CALR突变阳性组\[57（17\~89）岁\]及JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组\[42（3\~78）岁\]。PV患者中，JAK2V617F突变阳性组与JAK2基因12号外显子突变阳性组及突变阴性组相比，具有更高的外周血白细胞计数、血小板计数，差异具有统计学意义，而血红蛋白浓度差异无统计学意义。多项研究结果显示，与JAK2V617F突变组相比，CALR突变ET患者血小板计数较高，发病年龄、白细胞计数和血红蛋白浓度较低[@b14],[@b20]--[@b21]。本研究ET患者中，CALR突变组的白细胞计数和血红蛋白浓度及年龄低于JAK2V617F突变组，血小板计数高于JAK2V617F突变组，与既往报道一致。既往西方研究报道显示，与JAK2V617F及Ⅰ型CALR突变的ET患者相比，Ⅱ型CALR突变患者更年轻并具有更高的血小板计数[@b13]。本研究中，Ⅰ、Ⅱ型及其他CALR基因突变ET患者在性别、年龄、白细胞计数、血小板计数和血红蛋白浓度差异均无统计学意义，考虑与病例数较少及人种差异有关。MPL突变组及JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组与JAK2V617F突变组相比，白细胞计数及血小板计数较低，血红蛋白浓度差异无统计学意义。Tefferi等[@b22]研究表明CALR突变阳性PMF患者血小板计数较高，而年龄、白细胞计数较低。在本组PMF患者中，JAK2V617F突变阳性组血红蛋白浓度高于CALR突变阳性组和JAK2、CALR、MPL三种基因突变均阴性组，血小板计数低于CALR突变阳性组，其余指标差异无统计学意义，可能与病例数较少有关。

目前，基因突变与染色体核型的相关性尚未见大宗资料报道。本组资料显示MPN患者总体核型异常的检出率为7.6%（88/1 160），CALR基因突变组异常核型检出率与JAK2V617F突变组差异无统计学意义\[9.8%（8/82）对7.7%（75/971），*χ*^2^=0.430，*P*=0.512\]。JAK2基因12号外显子及MPL基因突变阳性患者均为正常核型。CALR基因突变阳性、阴性患者异常核型检出率差异无统计学意义\[9.8%（8/82）对7.4%（80/1 078），*χ*^2^=0.593，*P*=0.441\]。JAK2V617F突变阳性与阴性患者间异常核型检出率差异亦无统计学意义\[7.7%（75/971）对6.9%（13/189），*χ*^2^=0.161，*P*=0.688\]。本组病例常见的核型异常为+9、20q−及复杂核型，其中+9及+8异常仅见于JAK2V617F突变组，在未检出JAK2、CALR及MPL基因突变的MPN患者中，异常核型检出率为5.3%（5/94）。

与西方国家相比，本组MPN患者具有以下特点：①CALR及MPL基因突变的总体检出率较低，JAK2、CALR及MPL基因突变均阴性患者比例较低，考虑与临床病例样本量及临床资料完整性欠缺导致的入组困难相关；②不同类型CALR突变组间临床参数差异无统计学意义，与既往西方国家研究报道[@b13]的Ⅱ型CALR突变ET患者更年轻并具有更高的血小板计数不同，考虑与样本量较少有关，人种差异亦不能排除。③本组PV及ET患者最常见的核型异常为+9，PMF患者则以复杂核型为主，+9及+8异常仅见于JAK2V617F突变阳性组。基因突变与预后、临床进展的相关性有待于进一步的随访观察。
